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Artikelen

Manipulatie van tumorcelkinetiek met polyamine synthese-remmers

F.A.J. MUSKIET en B. DORHOUT

De polyaminen putrescine, spermidine en spermine
zijn normale bestanddelen van alle cellen. Remming
van én van de sleutelenzymen in de polyamine-
synthese, ornithine decarboxylase, met o-difluoro-
methylornithine (DFMO) veroorzaakt polyamine de-
pletie in gekweekte (tumor)cellen. De depletie gaat
gepaard met een groeistop en accumulatie in de
Gy/G, fase van de celcyclus. Daaropvolgende toedie-
ning van polyaminen leidt tot synchrone verschijning
van de cellen in de S-fase, hetgeen kan worden
geéxploiteerd door toediening van S-fase specifieke
cytotoxische stoffen. Wij onderzoeken in tumordra-
gende proefdieren of dit concept gebruikt kan wor-
den om de effectiviteit van conventionele chemo-
therapie te verhogen. Een door DFMO geinduceerde
tumor groeistop kan in vivo echter slechts bereikt
worden door additionele behandeling met een polya-
mine-arme voeding, niet-resorbeerbare antibiotica en
een remmer van polyamine-oxydase. Dit bleek nodig
om de opname van polyaminen uit het maagdarm-
kanaal en polyaminen die uit de retroconversie route
stammen te beperken. Onder deze omstandigheden
accumuleren intraperitoneaal groeiende L1210 tu-
morcellen in Gy/G;. Lewis Long Carcinoma cellen
die als solide tumor groeien vertonen echter geen
veranderingen in celcyclus fase verdeling. Studies
met 4-amidinoindan-1-on 2'-amidinohydrazon (CGP
48664A), een recent ontwikkelde remmer van het
tweede sleutelenzym, genaamd S-adenosylmethio-
nine decarboxylase, tonen een nagenoeg volledige ef-
fectieve L1210 groeistop, die echter niet gepaard gaat
met veranderingen in de celcyclus fase-distributie.
Een volledige L1210 groeistop met accumulatie in
Gy/G; wordt verkregen door gecombineerde behande-
ling met DFMO en CGP 48664A.

Eén van de oorzaken van de (toch nog) teleurstel-
lende effectiviteit van niet-chirurgische behandelin-
gen van maligniteiten is het gebrek aan specificiteit.
Deze wordt uitgedrukt in de z.g. therapeutische in-
dex, zijnde de ratio tussen het effect op tumorcellen
en het effect op “normale” cellen. Ten dele wordt dit
veroorzaakt door gebrek aan kennis van de verschil-
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len tussen tumorcellen en normale cellen. Meestal
blijkt slechts een gedeelte van de tumorcellen gevoe-
lig voor chemotherapie. De oorzaken hiervan zijn
gelegen in reeds bestaande of verworven resistentie
tegen de gebruikelijke cytostatica en de moeilijke be-
reikbaarheid van sommige tumorcelpopulaties voor
het cytostaticum (“pharmacological refugees”).

Bij gebrek aan specifieke aangrijpingspunten ligt het
voor de hand om de chemotherapeutische behande-
ling van maligniteiten te richten op delende cellen.
Het probleem is echter dat, in tegenstelling tot popu-
laire opvattingen, de meeste tumoren slechts lang-
zaam delen en dat er zich dus op een bepaald tijdstip
slechts weinig cellen in de delingscyclus bevinden.
Ons huidig polyamine-onderzoek heeft als doel het
verhogen van de effectiviteit van klassieke fase-spe-
cifieke chemotherapie door het percentage tumor-
cellen in de gevoelige fase te verhogen door middel
van het synchronisatie/recruterings concept. Daarbij
wordt gebruik gemaakt van het belang van polyami-
nen tijdens de celdeling (zie “therapeutische strate-
gie”). Het betreft hier een oud concept dat met name
geént is op de tumorcelkinetische waarnemingen in
tumordragende proefdieren tijdens behandeling met
fase specifieke chemotherapie (zie volgende alinea).
Cellen (1) bevinden zich in de rustfase (Gy-fase) of in
de delingscyclus. Deze cyclus wordt onderverdeeld
in: G-fase (pré-S-fase), S-fase (DNA-synthesefase),
G,-fase (pré-M-fase) en M-fase (delingsfase; onder-
verdeeld in pro-, meta-, ana- en telofase). Op grond
van hun DNA-gehalte onderscheiden we de Gy/G;-
(n=1), S-(1<n<2) en G,/M(n=2)fasen. De groeifractie
is dat deel van de cellen dat zich in de delingscyclus
bevindt. Vanuit de celcyclus bezien worden niet-
chirurgische therapieén van maligniteiten klassiek
onderverdeeld in aspecifieke, fase-specifieke en cy-
clus-specifieke behandelingen. Deze indeling berust
op verschillen in het gedrag van normale hemopoéti-
sche cellen (met een lage groeifractie) en een trans-
plantabel lymfoom (met een 100% groeifractie)
tijdens diverse behandelingen in vivo. Aspecifieke
behandeling (voorbeelden: bestraling, stikstof-mos-
terd) is gedefinieerd als een therapie die, onafhanke-
lijk van de dosis, een gelijk effect heeft op normale-
en tumorcellen. Met andere woorden, de therapeuti-
sche index bedraagt 1. Fase-specifieke chemotherapie
(voorbeelden: cytosine arabinoside, hydroxyureum,
methotrexaat, vincristine) doodt cellen die zich in één
of meerdere fasen van de celcyclus bevinden. Bij toe-
nemende dosis zal vanaf het moment dat alle cellen
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in de gevoelige fase gedood zijn een plateau in het ef-
fect optreden. De therapeutische index bedraagt >1.
Cyclus-specifieke chemotherapie (voorbeeld: cyclo-
fosfamide) doodt cellen die zich in de celcyclus be-
vinden; ook hierbij bedraagt de therapeutische index
>1.

Een sprekend voorbeeld van het synchronisatie/recru-
teringsconcept treedt op in een chemisch-geindu-
ceerde transplantabele acute myeloide leukemie (ML)
in de bruine Noorse (BN) rat (BNML model) (2). Dit
model vertoont grote gelijkenis met de acute mye-
loide leukemie in de mens. Behandeling van BNML
ratten met de overwegend S-fase specifieke cytotoxi-
sche stof cytosine arabinoside (Ara-C) doodt voorna-
melijk ML-cellen die zich in de S-fase bevinden. Het
verdwijnen van S-fase ML-cellen heeft tot gevolg dat
vervolgens een hoger dan normaal aantal in de S-fase
intreedt. VOor behandeling bedraagt het percentage
S-fase cellen ongeveer 20%; 12 uur na behandeling is
dit ongeveer 50%. Een éénmalige behandeling met
Ara-C heeft dus tot gevolg dat de ML-populatie deels
gesynchroniseerd wordt. Hiermee is de tumor 12 uur
na behandeling gevoeliger geworden voor Ara-C dan
v66r behandeling. Het is niet duidelijk of dit veroor-
zaakt wordt door een kortstondige ophoping van ML-
cellen in de G;-fase, dan wel dat er een hoger dan
normaal aantal ML cellen vanuit de Gy-fase intreedt
in de cyclus (een proces dat recrutering wordt ge-
noemd). Tot nu toe bleek het synchronisatie/recru-
teringsconcept in de kliniek niet bruikbaar. Het is
evenwel mogelijk dat enkele op empirische gronden
effectief gebleken cytostatische schema’s (b.v. voor
acute myeloide leukemie en non-Hodgkin lymfoma)
op dit concept gebaseerd zijn. Recent is dit oude,
doch nog steeds valide, concept weer in de belang-
stelling gekomen onder andere door het gebruik van
cytokines als stimulators van tumorgroei (3).

In deze bijdrage bespreken we aan de hand van de li-
teratuur de functie van polyaminen, polyaminehome-
ostase, polyaminen als doelwit in de oncologie en
onze therapeutische strategie. Vervolgens gaan we
kort in op de door ons ontwikkelde polyamine-analy-
ses en onze resultaten van het gebruik van polyami-
nen en hun metabolieten als “tumormarkers”. Uitge-
breider bespreken we onze resultaten van het gebruik
van polyaminesynthese-remmers als monotherapie en
van het huidig gebruik van combinaties van polyami-
nesynthese-remmers.

Polyamine functie en homeostase

De polyaminen putrescine, spermidine en spermine
zijn laagmoleculaire alifatische aminen die in alle
cellen voorkomen (4). Vanwege hun polykationkarak-
ter hebben ze de neiging zich intracellulair te associé-
ren met polyanionen, zoals eiwitten, fosfolipiden en
met name RNA en DNA. Van de exacte functie van
polyaminen is nog weinig bekend. Het is echter dui-
delijk dat ze op één of andere manier betrokken zijn
bij groei. Biomedisch onderzoek aan polyaminen
richtte zich aanvankelijk op hun gebruik als tumor-
markers (5). Huidig onderzoek is voornamelijk ge-
richt op het veroorzaken van polyaminedepletie als
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Figuur 1. Polyamine biosynthese. Putrescine: 1,4-diaminobu-
taan. Spermidine: H,N'(CH,);NH(CH,),N®H, Spermine: H,N!
(CH,);NH(CH,),NH(CH,);N'?’H, Dec SAM: gedecarboxyleerd
S-adenosylmethionine. SAM: S-adenosylmethionine. MTA:
5'-methylthioadenosine. (1): ornithine decarboxylase, ODC;
(2):  S-adenosylmethionine decarboxylase, SAMDC; (3):
spermidine synthase; (4): spermine synthase. DFMO: o.-di-
fluoromethylornithine remt ODC, waardoor geen putrescine
gevormd kan worden. Het 4-amidinoindan-1-on 2'-amidino-
hydrazon (CGP 48664A) remt SAMDC, waardoor geen dec
SAM gevormd kan worden voor de synthese van spermidine
en spermine.

therapeutische modaliteit bij maligniteiten en parasi-
taire infectieziekten (4, 6-8). Recent is daaraan toe-
gevoegd onderzoek van polyaminen als groei- en
maturatiefactoren in de neonatologie. Deze onder-
zoeksgebieden vereisen inzicht in de cellulaire polya-
minehomeostase.

Polyaminen stammen uit de voeding, bacteriéle syn-
these in het maagdarmkanaal (9, 10), de novo syn-
these (4, 6-8) en "retroconversie" (11). De cellulaire
polyaminehomeostase wordt gereguleerd door de
novo synthese, opname (12, 13), retroconversie en
terminale afbraak (10). Putrescine wordt gesyntheti-
seerd (figuur 1) uit ornithine (ornithine decarboxylase;
ODC). Spermidine en spermine worden gesyntheti-
seerd uit respectievelijk putrescine (spermidine syn-
thase) en spermidine (spermine synthase) door aan-
hechting van een aminopropylgroep aan één van hun
primaire stikstofatomen. De aminopropylgroep stamt
uit gedecarboxyleerd S-adenosylmethionine, dat op
zijn beurt voortkomt uit S-adenosylmethionine (S-
adenosylmethionine decarboxylase; SAMDC). ODC
en SAMDOC zijn de sleutelenzymen in de polyamine
synthese. Er zijn diverse factoren (0.a. hormonen) die
snelle ODC en SAMDC inductie kunnen veroor-
zaken. De in vivo halfwaardetijden van ODC en
SAMDC behoren tot de kortste die tot nu toe bekend
zijn (respectievelijk £ 20 en 50 minuten). Deze eigen-
schappen suggereren dat strikte regulatie van intra-
cellulaire polyaminegehaltes belangrijk is.

Onze voeding bevat, athankelijk van de samenstel-
ling, aanzienlijke hoeveelheden polyaminen. Recent
is belangstelling ontstaan in de moedermelk-(14) en
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flessemelkgehaltes. Bacterién in ons maagdarmka-
naal synthetiseren polyaminen voor eigen gebruik
(biosynthese), doch eveneens voor biodegradatieve
doeleinden. Laatstgenoemde treedt met name op als
de pH van hun omgeving daalt, zoals bijvoorbeeld bij
bacteri€le fermentatie van koolhydraten in het colon.
Hierbij trachten de bacterién de pH te doen stijgen
door onder andere decarboxylering van aminozuren.
Zo ontstaan bijvoorbeeld uit decarboxylering van his-
tidine, lysine en ornithine respectievelijk histamine,
cadaverine (1,5-diaminopentaan) en putrescine. Al-
ternatieve biodegradatieve putrescinesynthese in bac-
terién geschiedt door decarboxylering van arginine en
daaropvolgende deiminering tot putrescine. Polyami-
nen in de voeding en bacteri€¢le polyaminen kunnen
in de mucosa van het maagdarmkanaal worden afge-
broken (diamine-oxydase; zie hieronder) of worden
geresorbeerd. Via de circulatie komen ze ter be-
schikking van andere cellen. Opname geschiedt via
carriergemedi€erde transportmechanismen. Van de
transporteiwitten en de factoren die de biologische
beschikbaarheid van gastrointestinale polyaminen
bepalen is momenteel nog niet veel bekend. Er zijn
echter aanwijzingen dat polyamine transport snel
geinduceerd en uitgeschakeld kan worden.

Door middel van “retroconversie” van spermine naar
spermidine en spermidine naar putrescine conserve-
ren cellen de spermidine- en putrescinedelen van hun
respectievelijke voorlopers (figuur 2). De route om-
vat een initi€le acetylering van een primaire stikstof.
Regulatie geschiedt door snelle inductie en uitscha-
keling van de onderliggende N-acetyltransferases.
In een tweede stap volgt afsplitsing van de aldus
ontstane N-acetylaminopropylgroep (polyamine-oxy-
dase). Door biosynthese en retroconversie, tezamen

Figuur 2. Polyamine retroconversie en terminale afbraak. Po-
lyamine (conjugaten, metabolieten): aclsoga: N-acetylisoputre-
anine-y-lactam; acPu: N'-acetylputrescine; GABA: y-aminobo-
terzuur; Isoga: isoputreanine-y-lactam; Isoputr: isoputreanine;
N'-acSd: N'-acetylspermidine; N3-acSd: NB8-acetylspermidine;
N'-acSp: N'-acetylspermine; N'-acSp acid: N'-acetylspermine
zuur; N',N'2-diacSp: N!,N!?-diacetylspermine; Pu: putrescine;
Putr: putreanine; Sd: spermidine; Sp: spermine; Sp acid 1:
spermine zuur-1; Sp acid 2: spermine zuur-2. Enzymen: /:
spermidine synthase; 2: spermine synthase; 3: cytosol spermi-
dine/spermine N'-acetyltransferase; 4: polyamine oxydase; 5:
nucleaire acetyltransferase; 6: acetylhydrolase; 7: Cu-bevat-
tende amine oxydase/aldehyde dehydrogenase.
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genaamd interconversie, wordt onder andere de intra-
cellulaire polyaminesamenstelling gereguleerd en
kunnen, na uitscheiding, andere cellen van polyami-
nen worden voorzien. Het uiteindelijke lot van polya-
minen is terminale afbraak (figuur 2) en uitscheiding
via met name de urine. Terminale afbraak leidt tot
een scala aan metabolieten die niet meer als bouw-
stenen van polyaminen kunnen fungeren. De voor-
naamste route geschiedt via oxydatieve deaminering
(Cu-bevattende amine-oxydases, waaronder diamine-
oxydase) en leidt tot de z.g. non-0-aminozuur polya-
minemetabolieten. Volledige afbraak vindt plaats in
de grote en kleine Krebscycli en leidt tot CO,, water
en ureum. Vanwege hun toxische eigenschappen (met
name spermine) is de catabole druk hoog en worden
in de urine voornamelijk non-toxische (N-acetyl)
non-o-aminozuurmetabolieten en N-acetylpolyami-
nen aangetroffen. Opname in het maagdarmkanaal,
conservering via retroconversie, hoge catabole druk
en de induceerbaarheid van de diverse systemen ma-
ken dat de 24 uurs urine-uitscheiding van polyami-
nen, N-acetylpolyaminen en hun metabolieten geen
eenvoudige relatie tot de polyamine "turnover" in het
lichaam vertonen.

Polyamine metabolisme als doelwit in de oncologie
Vanwege hun rol bij groei is het polyaminemetabo-
lisme een voor de hand liggend doelwit voor cytosta-
tische/cytotoxische therapie. In dit grote veld kunnen
grofweg twee stromingen worden onderscheiden: ge-
bruik van polyamine-analoga (6, 8) en polyaminesyn-
these-remmers (4, 6-8). Beide trachten depletie van
de intracellulaire natuurlijke polyaminen te bewerk-
stelligen.

Het ideale analogon wordt opgenomen via het spe-
cifieke polyaminetransportsysteem, competeert daar-
door dus met opname van natuurlijke polyaminen,
"down"-reguleert de polyaminesynthese via negatieve
terugkoppeling, "up"-reguleert afbraak van de natuur-
lijke polyaminen en bezet polyaminebindingsplaatsen
doch vervult daarbij niet de nog onbekende functie
bij groei. Er is reeds een scala aan polyamine-analoga
gesynthetiseerd en enkele lijken veelbelovend.
Remmers van de polyaminebiosynthese worden reeds
langer bestudeerd dan analoga. Hiertoe zijn speci-
fieke remmers van nagenoeg alle hierbij betrokken
enzymen beschreven. Vanwege hun sleutelrol worden
remming van ODC en SAMDC het meest intensief
bestudeerd. De bekendste remmer van ODC, o-di-
fluoromethylornithine (DFMO), werkt via het prin-
cipe van de zeer specifieke "enzymgeactiveerde zelf-
moord". Hierbij wordt DFMO slechts door ODC
herkend en gedecarboxyleerd tot een zeer reactief
radicaal. Laatstgenoemde reageert vervolgens met het
actieve centrum en deactiveert ODC daarmee op irre-
versibele wijze. Inhibitie van SAMDC wordt onder
andere verkregen met de irreversibele remmer 5°-
{[(Z)-4-amino-2-butenyl]methylamino }-5"-deoxya-
denosine (Abe-Ado) en het recent ontwikkelde 4-ami-
dinoindan-1-on 2'-amidinohydrazon (CGP 48664A).
Onze proeven beperken zich momenteel tot DFMO
en CGP 48664A. Hierbij wordt in tumordragende
proefdieren getracht om door manipulatie van het po-
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lyaminemetabolisme de effectiviteit van conventio-
nele cytotoxische stoffen te verhogen.

Therapeutische strategie

In vitro behandeling van delende (tumor)cellen met
polyamine synthese-remmers (met name ODC-rem-
mers) veroorzaakt een polyaminetekort (“‘depletie”).
Deze depletie gaat gepaard met een sterke remming
van de groei (een cytostatisch, geen cytotoxisch ef-
fect), die in de meeste gevallen veroorzaakt wordt
door een sterk verlengde verblijftijd (“accumulatie”)
van de cellen in de Gy/G,-fase van de celcyclus. De
reden is dat cellen vo6r hun intrede in de S-fase eerst
polyaminen dienen te synthetiseren en/of moeten op-
nemen uit het medium. Indien vervolgens polyami-
nen aan het medium worden toegevoegd wordt de
polyaminedepletie acuut opgeheven (‘“repletie”) en
betreden de groeigeremde Gy/G,-fase-cellen simul-
taan de S-fase; i.e. de cellen zijn gesynchroniseerd.
Toevoeging van een S-fase specifieke cytotoxische
stof op dit moment resulteert in vernietiging van een
groter deel van de tumorcelpopulatie dan wanneer de
voorafgaande manipulatie van het polyamine metabo-
lisme niet was toegepast. De effectiviteit van de che-
motherapie is hiermee dus verhoogd.

In vivo veroorzaakt polyaminedepletie/repletie poten-
tieel gelijktijdige synchronisatie van normale cellen.
De hiervoor gevoelige cellen zullen voornamelijk be-
horen tot weefsels die gekarakteriseerd worden door
hoge "celturnover" (b.v. beenmerg, mucosa). Deze
weefsels zullen eveneens door de cytotoxische stof
worden getroffen en er zal geen winst zijn in thera-
peutische index. Het is echter te verwachten dat nor-
male cellen zich vanwege hun groeiregulatie in min-
dere mate laten synchroniseren/recruteren. Tijdelijke
specifieke bescherming door behandeling met proli-
feratieremmende cytokines is een andere optie. Ver-
schillen in synchronisatie-kinetiek (i.e. verschillen in
celcyclustijd) tussen normale- en tumorcellen kunnen
geéxploiteerd worden door toediening van fase-speci-
fieke cytotoxische stoffen met korte halfwaardetijden
op het moment dat vooral tumorcellen zich in de ge-
voelige fase bevinden.

Het gevolg van polyaminedepletie/repletie is verge-
lijkbaar met de waargenomen synchronisatie/recrute-
ring in het BNML-model na behandeling met een cy-
totoxische stof (Ara-C, zie boven). In principe is het
concept van polyaminedepletie/repletie universeel
bruikbaar, omdat alle (tumor)cellen gevoelig zijn
voor polyaminedepletie. Of het zich ook naar de in
vivo situatie laat vertalen zal de toekomst moeten uit-
wijzen.

Polyamine analyses en hun gebruik als tumormar-
kers

Voor de analyse van polyaminen, polyamine conjuga-
ten en hun metabolieten ontwikkelden we gaschro-
matografische bepalingen met stikstof/fosfor- en
massaspectrometrische detectie (15-19). Met deze
methoden kunnen alle polyaminen, N-acetylpolyami-
nen en nagenoeg alle non-a-aminozuurmetabolieten
(figuur 2) worden gemeten in cellen, weefsels en li-
chaamsvloeistoffen.
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Bij de aanvang van ons onderzoek van polyaminen
als tumormarkers richtte de internationale literatuur
zich voornamelijk op de analyse van polyaminen in
lichaamsvloeistoffen na hydrolyse; i.e. meting van de
som van vrije en geconjugeerde polyaminen. Wij (20-
26) onderzochten of analyses van N-acetylpolyami-
nen en terminale (N-acetyl)polyaminemetabolieten
de gevoeligheid konden verhogen. Hiervoor werd het
polyaminemetabolisme nader uitgezocht. Samenge-
vat luidt de conclusie dat extracellulaire polyaminen,
N-acetylpolyaminen en hun metabolieten, zoals vele
tumormarkers, aspecifiek en tamelijk ongevoelig zijn
voor diagnostische doeleinden, doch dat ze in gese-
lecteerde gevallen niettemin bruikbaar zijn voor het
inschatten van de therapeutische effectiviteit en het
vaststellen van tumorprogressie. Terminale afbraak
en hergebruik via de retroconversie route bleken de
voornaamste redenen van de lage gevoeligheid.

DFMO als monotherapie

In het in vivo onderzoek met polyamine synthese-
remmers maken we gebruik van tumordragende
proefdier modellen, zoals de intraperitoneaal groei-
ende L1210 (een lymfatische leukemie) in de muis,
de als solide tumor groeiende Lewis Lung Carcinoma
(LLC) in de achterpoot van de muis en het reeds ge-
noemde BNML model. Polyaminen worden gemeten
met gaschromatografie. Voor het vaststellen van de
celcyclus fase verdeling worden de tumorcellen on-
geveer 30 minuten voor verzameling in vivo blootge-
steld aan 5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU). Dit thy-
midine-analogon wordt specifiek ingebouwd in het
DNA en markeert daarmee de S-fase-cellen. Inge-
bouwd BrdU wordt met een indirecte immunochemi-
sche techniek voorzien van een groen-fluorescerende
marker. Hiervoor worden een monoclonaal anti-BrdU
antilichaam en een polyclonaal fluoresceine-isothio-
cyanaat (FITC)-geconjugeerd geit-anti-muis-IgG an-
tilichaam gebruikt. Dubbelstrengs DNA wordt voor-
zien van het rood-fluorescerende propidiumjodide.
Met een flowcytometer worden vervolgens per cel de
groen-(S-fase cellen) en rood-(hoeveelheid DNA)
fluorescentie-intensiteiten gemeten. Naast proefdie-
ren wordt gebruik gemaakt van celkweken voor be-
antwoording van specifieke vragen die gedurende het
dierexperimenteel onderzoek naar boven komen en
voor het testen van de hypothese dat remming van de
polyaminesynthese de resistentie van tumorcellen te-
gen bepaalde cytotoxische stoffen kan opheffen.
Hoewel DFMO een krachtige remmer van ODC is,
bleek het gebruik in vivo teleurstellend. We onder-
zochten of dit verband hield met toevoer van polya-
minen uit de voeding, de polyaminesynthetische acti-
viteit van de microbiéle flora in het maagdarmkanaal
en de retroconversie-route (27-31). We vonden dat de
tegenvallende in vivo resultaten met DFMO te wijten
zijn aan opname van polyaminen uit het maagdarm-
kanaal en, in mindere mate, polyamineretroconversie.
Een volledige DFMO-geinduceerde groeistop van
L1210- en LLC-cellen kon worden verkregen indien
additioneel behandeld werd met polyamine-arm voer
(limitatie van polyaminen uit dieet), orale niet-resor-
beerbare antibiotica (limitatie van bacteriéle polyami-
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nebijdrage) en een polyamine-oxydase-remmer (rem-
ming polyamine retroconversie). Hierbij accumuleer-
den L1210-cellen in de Gy/G;-fase van de celcyclus,
doch vertoonden LLC-cellen geen verandering in cel-
cyclusfase verdeling. Polyamine-analyses gaven aan
dat er, zoals verwacht, depletie van putrescine en
spermidine optrad, doch meestal niet van spermine.
Putrescine-synthese door de bacteri€le flora in het
colon bleek de belangrijkste oorzaak te zijn van het
falen van DFMO als monotherapie.

Combinaties van polyamine synthese-remmers
Het op bovengenoemde manier verkregen cytostati-
sche effect van DFMO als monotherapie is, vanwege
de noodzaak tot volledige darm decontaminatie, niet
te vertalen naar een in de kliniek hanteerbaar behan-
delingsprotocol. Het was aanleiding tot het bijstellen
van de strategie door additionele remming van
SAMDC. Deze aanpak heeft, ten opzichte van
DFMO-monotherapie, het voordeel dat er geen reke-
ning hoeft te worden gehouden met de overvloedige
toevoer van putrescine uit de voeding en de gastroin-
testinale bacteri€le flora, omdat putrescine onder deze
omstandigheden niet omgezet kan worden naar het
voor groei waarschijnlijk belangrijke spermidine (fi-
guur 1). Het recent ontwikkelde CGP 48664A was
hierbij een welkome aanwinst, doch van de werk-
zaamheid was in de praktijk nog niets bekend.

Onze huidige resultaten geven aan dat behandeling
van L1210-dragende muizen met CGP 48664 A-mo-
notherapie een nagenoeg volledige effectieve L.1210-
groeistop veroorzaakt (32). Accumulatie van putres-
cine en depletie van spermidine en spermine tonen
aan dat CGP 48664A als een potente in vivo
SAMDC-remmer beschouwd dient te worden. De
cellen vertonen echter geen veranderingen in cel-
cyclusverdeling (i.e. ze accumuleren niet in de ge-
wenste Gy/G, fase). Dit doet met enkele andere over-
wegingen vermoeden dat er mogelijk eveneens een
cytotoxisch “analogon effect” van CGP 48664A in
het spel is. Door gebruik te maken van de combinatie
van DFMO en CGP 48664A werd recent een volle-
dige L.1210-groeistop bereikt, waarbij de cellen in de
Gy/G, fase accumuleren (33). Op het programma
staat het opheffen van de groeistop door behandeling
met het niet-toxische N'-acetylspermine. De gedachte
hierbij is dat N'-acetylspermine na opname in de tu-
morcellen door polyamine oxydase omgezet kan wor-
den in spermidine (figuur 2) en zodoende de cellen
kan aanzetten tot groei. Uiteindelijk zal het concept
getest worden in het op de menselijke vorm van acute
myeloide leukemie gelijkende BNML-model.

Achtergrond van het onderzoek in het CKCL-
AZG

Het CKCL-AZG verricht sinds 1978 polyaminen-
onderzoek. Hiervoor werden drie subsidies van het
Koningin Wilhelmina Fonds (De Nederlandse Kan-
kerbestrijding) verkregen en wordt momenteel in een
"concerted action" programma van de Europese Unie
samengewerkt met groepen in Zweden, Frankrijk en
Schotland.
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Summary

Manipulation of tumour cell kinetics with polyamine synthesis
inhibitors. Muskiet FAJ and Dorhout B. Ned Tijdschr Klin
Chem 1995, 20: 233-238.

The polyamines putrescine, spermidine and spermine are nor-
mal constituents of all cells. Inhibition of one of the key enzy-
mes in polyamine biosynthesis, ornithine decarboxylase, with
o-difluoromethylornithine (DFMO) causes polyamine deple-
tion in cultured (tumour) cells. The depletion is accompanied
by growth arrest and accumulation in the G¢/G; phase of the
cell cycle. Subsequent administration of polyamines causes
synchronized appearance of cells in S-phase, that can be ex-
ploited by administration of S-phase specific cytotoxic agents.
We investigate whether this concept can be used to increase
the efficacy of conventional chemotherapy in tumour bearing
animals. A DFMO-induced tumour growth arrest in vivo can,
however, only be accomplished by additional treatment with
polyamine poor diet, non-absorbable antibiotics and an inhibi-
tor of polyamine oxydase. This proved necessary to limit up-
take of polyamines from the gastrointestinal tract and polya-
mines that derive from the retroconversion pathway. Under
these circumstances intraperitoneally growing L1210 tumour
cells accumulate in Go/G;. However, Lewis Lung Carcinoma
cells growing as a solid tumour exhibit no changes in cell cy-
cle phase distribution. Studies with 4-amidinoindan-1-one 2'-
amidinohydrazone (CGP 48664A), a recently developed inhi-
bitor of the second key enzyme, named S-adenosylmethionine
decarboxylase, show nearly complete effective L1210 growth
arrest that is, however, not accompanied by alterations in cell
cycle phase distribution. Complete L1210 growth arrest with
accumulation in Gy/G; is obtained by combined treatment with
DFMO and CGP 48664A.

Key-words: Polyamines; cancer therapy, biosynthesis inhibi-
tors, o-difluoromethylornithine; ornithine decarboxylase; 4-
amidinoindan-1-one 2'-amidinohydrazone; S-adenosylmethio-
nine decarboxylase; tumour cell kinetics, synchronisation.
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